Introduction
C�sp����� (��s-����������������p������� II) �s ��� �� ��� ����-���� ����������p����� �g���s �s�� �g���s� � b���� sp������ �� ����� ����g������s, s��� �s �v�����, ���v����, p��s���� ��� ���g ������ (1) . H�w�v��, ����ps� �����w��g ��sp����� �����py �s ���v���b��. T��s, �� �s p����������y ��p������ �� ��������� ��� ����-k�����g �������s� �� ��sp����� (2) (3) (4) . C�sp����� �s g�������y ���s������ �� k��� ������ ����s by ����g��g DNA ��� ����b-����g DNA sy����s�s, w���� ������s ������������-�������� apoptosis and consequently, cell death (5) (6) (7) (8) . Recent findings ��v� ��v����� ���� ��sp����� ���gg��s �p�p����� �v���s v�� ����-p��s��� ��������� (ER) s���ss (9, 10) .
T�� ER �s � ������� ��g������ �� ��k��y���� ����s ���� �s �ss������ ��� ��� b����g���� p����ss�s ��q����� ��� ���� s��v�v�� ��� ������ ���� ��������, s��� �s p������ ������g ��� s��������, ��p�� b��sy����s�s ��� ������� �����s��s�s. M����p�� s������ ��� ���s� ��� ������������ �� �������� ��� �����p�����y ������ p������s �� ��� ER, w���� ��������s ��� �������� p������ ��sp��s� (UPR) ��� ER s���ss (11, 12) . I� ��� ��s���g s����, ��� ER, �� ������������� s���� �� �������, ��g�����s b�s�� ������� �s���������s v�� ������� ��� �������s �� ��� ER ���b���� �� ����� �� ����s��� ������������� b����g���� �����������. O��� b������ �s ��s��p���, � ��g������y ���w��k �� ��w�s����� s�g�����g p���w�ys �s ����v���� (13) (14) (15) . P��v���s s�����s ��v� s�gg�s��� ���� ����������p����� �g���s ���g�� ��� ����b���s� �� ������v� ��yg�� sp����s ��� ATP p��������� �� ��� ����-��������, ����v��� ������������-�������� ���� �p�p��s�s, ��� ����b�� ���� g��w�� ��� p������������ v�� �� ������s� �� �������� ������� ��b���z����� (16) (17) (18) . H�w�v��, ��� �������� �� ������� s�g�����g �� ER-����v�� �p�p��s�s ������� by ����������py ���gs �s ��� �����.
T��s, w� p��s��� ���� ������� s�g�����g p��ys �� ��p������ ���� �� ��� ������������-�������� ��� ER-�������� �p�p��s�s p���w�ys �����w��g ��sp����� ��p�s��� �� ����� ���v���� ������ H�L� ����s. I� ��� p��s��� s���y, �� w�s ����� ���� ��������� w��� cisplatin significantly increased cellular calcium concentrations ��� ���gg���� ��� ������������-��p������ ��� ER-��p������ �p�p��s�s p���w�ys �� H�L� ����s, w���� ����� b� ����b���� by b���k��g ������� s�g�����g. T��s� ��s���s �����s������ ���� calcium efflux from the ER plays a significant role in the regula-���� �� �p�p��s�s ���gg���� by ��sp����� �� H�L� ����s. Western blotting. W����-���� p������ �������s ���� ��� H�L� ����s w��� p��p���� w��� ���� �ys�s b����� [50 �M T��s-HC� (pH 7.5), 150 �M N�C�, 1 �M s�����-EDTA, 1 �M EDTA, 1% (v/v) T����� X-100, 2.5 �M s����� py��p��sp����, 1 �M β-g�y����p��sp����, 1 �M N� 3 VO 4 , 1 �M N�F, 1 µg/�� ���p�p��� ��� 1 �M PMSF] ��� w�s���� b������g. P������ concentration was quantified using the BCA Protein Assay kit (Pierce™; Thermo Fisher Scientific Inc.). For western blot analysis, lysates (30 µg) were resolved on 10% (w/v) s����� �����y� s������-p��y���y������ g��s ��� ����s������ ���� ����b����-P ����s��� ���b����s (EMD M����p���). T�� membranes were blocked with 5% (w/v) sk����� ��y ���k in buffer [10 mM Tris-HCl (pH 7.6), 100 mM NaCl and 0.1% Tw��� 20] ��� 1 � �� ���� ���p������� ��� ���� ����b���� w��� the desired primary antibody overnight at 4˚C, followed by ����b����� w��� ���s�����s� p�������s�-���j�g���� s�������y ����b��y (1:2,000; P���������� G���p I��.) ��� 1.5 � �� ���� ���p�������. I�������������� w�s p�������� �s��g ��� ECL ���g���s ��� ���g�s w��� ��p����� �s��g Sy�g��� B�� I��g��g (Sy��p���s, C��b���g�, UK). T�� ��v�� �� p������ w�s �������z�� �� ���� �� ����� ��� ��� �����s �� �������z�� p������ �� ����� ��� p��s����� �s ��� ���� ± s������� ��v������ ���� three independent experiments. Protein levels were quantified by ���s�������y �s��g Q������y O�� v��s��� 4.6.2 s���w��� (B��-R�� L�b��������s I��.).
Statistical analysis. D��� ��� ��p��s������v� �� ����� ����-p������ ��p�������s ���� p�������� �� ���p������. S����s����� ����ys�s �� ��� ���� w�s p�������� �s��g � ���-w�y ����ys�s �� v������� �� IBM SPSS v��s��� 22.0 (IBM SPSS, A����k, NY, USA). T�k�y's p�s�-��� ��s� w�s �s�� �� ��������� ��� significance for all pairwise comparisons of interest. P<0.05 was considered to indicate a statistically significant difference. T�� MTT �ss�y w�s �s�� �� ������ ���� v��b����y. T�� ��s���s �����s������ ���� ��sp����� ����b���� ���� v��b����y �� ��� H�L� ����s. T�������� ���b���� w��� BAPTA/AM �� 2-APB decreased the cytotoxic effects of cisplatin (P<0.001), w���� ��������� w��� BAPTA/AM �� 2-APB ����� ��� �� significant effect on cell viability (Fig. 2C) . At the same time, �� �p����� �����s��p� w�s �s�� �� ������� �������� ���p��-��g���� ����g�s. C��p���� w��� ��� �������s, ��� ����s ������� w��� ��sp����� b����� ����� ��� ���g������. T�� ���b��s �� ������� ��� ���g������ ����s �� ��� �������s ������� w��� ��sp����� ���b���� w��� BAPTA/AM �� 2-APB w��� ��ss ���� ���� �� ��� g���p ������� w��� ���y ��sp����� (F�g. 2D).
Results

Cisplatin increases free
Based on the MTT results, flow cytometry was used to ������ ��� ����� �� ���� �p�p��s�s ������� by ��sp����� �� ��� H�L� ����s. C��s�s���� w��� ��� MTT ��s���s, ��� ���� �� �p�p��s�s �� ��� ����s ������� w��� ��sp����� ���b���� w��� BAPTA/AM or 2-APB (37.8 and 36.1%, respectively) was lower than that of the cells treated only with cisplatin (55.3%) (F�g. 3A). Us��g �������� �����s��py, �p�p����� ��������� ������s����� w�s �������� w��� H����s� 33342 s������g. Treatment with cisplatin alone induced significant apoptotic Cisplatin-induced pro-apoptosis calcium signaling is derived from ER stress. C�sp����� ��s b��� ��p����� �� ������ ER s���ss ��� ��w�s����� p����ss�s �ss������� w��� �p�p��s�s (7,10,22) . 
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T� ������� v����y �� ��� ��s������ �p�p��s�s w�s p�������y ������� by ER s���ss, ��� p��s��� s���y �ss�ss�� ��� �����-����� �� ER s���ss ��� ER-�ss������� �p�p��s�s by ��������g ��� ��p��ss��� ��v��s �� ER s���ss-�ss������� p������s. T�� ��p��ss��� �� GRP78, �� ER ��������� ���p����� ���� ������s ER s���ss �p�� ������������, w�s ��������. W�s���� b������g ��v����� ���� ��sp����� �p��g������ ��� ��p��ss��� �� GRP78, ��� ���� ���b���� ��������� w��� BAPTA/AM �� 2-APB ��w���g������ ��� ��p��ss��� �� GRP78 (F�g. 4A ��� B; P<0.001). Using confocal microscopy, it was observed that ��� ������������ �� GRP78 ������s�� �� ����s ������� w��� ��sp����� ���y, w���� ���b���� ��������� w��� BAPTA/AM �� 2-APB ���k���y ������s�� ��� ��sp�����-������� GRP78 ������������ (F�g. 4C).
N���, ��� ER s���ss-�ss������� �p�p����� p������s, ��sp�s�-4 ��� CHOP, w��� ���������. W�s���� b������g ��v����� ���� ��sp����� �������� ��� ��p��ss��� �� CHOP ��� ����v�� ��sp�s�-4, w���� ���b���� ��������� w��� BAPTA/AM �� 2-APB inhibited these effects ( Fig. 4A and B ; P<0.001). Simi����y, �������� �����s��py ��v����� ���k�� ������������ �� CHOP �� ����s ������� w��� ��sp����� �����, ��� ��w-��v�� CHOP ������������ �� g���ps ������� w��� ��sp����� ���b���� w��� BAPTA/AM �� 2-APB (F�g. 4D).
T��s� ��s���s �����s������ ���� ��sp����� ������� p��-�p�p-����� ������� s�g�����g, w���� ��s����� �� ER s���ss-�������� �p�p����� �v���s �� ��� H�L� ����s.
Discussion
C�sp����� �s ��� �� s�v���� �������v� ��������� ���gs w����y �s�� �g���s� �����p�� s���� �����s �� ��� ������; �� ���s by ����g��g DNA, ����b����g DNA sy����s�s ��� �������g �p�p-��s�s �� ������ ����s (5, 23) . P��v���s s�����s ��v� ��p����� ���� ����������py ���gs, ��������g ��sp�����, ���s� ������������� �ys��������, ��� �����s� �� �y�������� c, ��� ����v����� �� ��� ��sp�s�-�������� ��s���� ��� �p�p����� ���� ����� (24) (25) (26) (27) . I� ��� p��s��� s���y, �� w�s ����� ���� ��sp����� ����b���� ���� g��w��, �p��g������ ����v� ��sp�s�-3 ��� ������� ��� ������������-�������� �p�p��s�s p���w�y �� ����� H�L� ����s (F�gs. 2 ��� 3). A� ������s��g ������ �� �v������ ��s ��������� ���� ��sp����� ������s ���� �p�p��s�s �����g� ER s���ss (9, 10, 22) . T�� ER �s �� ��p������ ��g������ �� ��k��y-���� ����s, ��� �s ��v��v�� �� s�v���� �������� p����ss�s. U���� s���ss��� ���������s, �������s �������� ��� �����p�����y ������ p������s ���������� �� ��� ER �����, w���� s����-����s ��� UPR, ������g �� ER s���ss (11, 12) . I� �s g�������y ���s������ ���� ��� ������������ �� ��� �������-��p������ ��������� ���p�����, GRP78, ��������s ER s���ss (10, 28) . T�� ��s���s �� ��� p��s��� s���y ��������� ���� ��������� w��� ��sp�-���� ������s ��� ������������ �� GRP78 �� H�L� ����s ��� ��s���s �� ER s���ss (F�g. 4A ��� C). T�� ����s���p���� ������ CHOP (��s� k��w� �s DNA ����g�-������b�� ����s���p� 3) �s �� ER s���ss-�ss������� �p�p��s�s p������ ���� ����g����s ��� �p�p����� ����p��s��� ��������� �� ������s s�g�����g 1, ��k��y���� ����s������ ���������� ������ 2α k���s� 3 ��� ����-v����g ����s���p���� ������ 6 p���w�ys �� ��� UPR (29) (30) (31) (32) . C�sp�s�-4 �s � �������-��p������ ��sp�s�; ��s �v����p��s-s��� s��������s ��� ��w�s����� ��s���� �������� ��� ����s �� ���� �p�p��s�s, w���� �s ���s�� by ��s�������� �� ��� ER ��� ������� p��� ��p�y��g (33) (34) (35) (41, 42) . T� ������� ������� ��� s����� �� ������� s�g�����g, ��� IP3R ����b����, 2-APB, w�s �s�� �� ����b�� ������� �����s� ���� ��� ER. Y��� et al ��p����� ���� 2-APB p������y ����b���� ������� �����s� ���� ��� ER ��� s�pp��ss�� ����s����-������� �p�p��s�s �� b���s� ������ ���� ����s (MDA-MB 435S ��� MCF-7) (43). I� ��� p��s��� s���y, �� w�s ����� ���� ���b���� ��������� w��� 2-APB ������s�� ������� �����s� ���� ��� ER ��� ����b���� ��sp�����-������� �p�p��s�s �� ��� H�L� ����s. T�� ���� ��v����� ���� ���s� ����b�-���y ������s �����y ������s��� v�� �w� �������s�s: �) 2-APB inhibits calcium flux from the ER to the mitochondria and ������s�s ��� ��p��ss��� �� ����v�� ��sp�s�-3, w���� ������-���s ������������-�������� �p�p��s�s; ��� ��) 2-APB b���ks calcium flux from the ER to the cytosol, inhibits the activation �� ���p���s, ��� ��w���g�����s ��� ��p��ss��� �� ��� ER s���ss p������s, CHOP ��� ��sp�s�-4. T��s� ��s���s s�gg�s��� ���� b���k��g ������� �����s� ���� ��� ER �������v��y ����g���s ��� ER s���ss-�ss������� �p�p����� p���w�y. P��v���s s�����s ��v� ��v����� ���� ��sp����� ��������s ER s���ss ��� ���������s w��� ������� �����s��s�s (44, 45) . T�� p��s��� s���y ����� that blocking calcium efflux decreased the level of ER stress �����sp�����g�y. T��s p��������� s�gg�s�s ���� ������� s�g�����g ��y ��� �s � p�s���v� ����b��k �������s� by ����-�����g ER s���ss. H�w�v��, ������� ��v�s��g�����s ��� ��q�����.
I� s�����y, ��� p��s��� s���y �����s������ ���� ��sp����� ������� ER s���ss ��� ��� �� �p�p��s�s �� ����� H�L� ����s. N���b�y, ��������� w��� ��sp����� ���b���� w��� BAPTA/AM �� 2-APB ���k���y ������s�� ��� ����b����� �� ���� g��w�� ��� ��� ���� �� �p�p��s�s. T�� ��s���s �����s����� ���� ������� ������ ���� ��� ER ��g�����s ���� �p�p��s�s ���gg���� by ��sp����� �� H�L� ����s. I� ��������, ��� s���y p��v���� ������� �������s��� ��s�g��s ���� ��� ����� ����-k�����g ������ �� ��sp�-���� ��� p�������� �����p����� s�����g��s �� ��p��v� ��sp����� ����������py.
